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r ■■ r~\ PCT/FROO/02523 

TRAITE 'DE COOPERATION EN MATIERtf DE BREVETS 



ExpSditeur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61.2 du PCT) 


Destinataire: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d'office eiu 


Date d'expedrtion (jour/mois/annee) 
13 aout 2001 (13.08.01) 


Demande internationale no 

PCT/FROO/02523 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
1H23442C14FG 


Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
13 septembre 2000 (13.09.00) 


Date de priorrte Gour/mois/annee) 
14 septembre 1999 (14.09.99) 


Deposant 

GAUBERT, Sophie etc 



1 . (.'office designe est avise de son ejection quia i&te faite: 



dans la demande d'examen pr6liminaire international presence 3 I'administration charged de I'examen preMiminaire 
international le: 

11 avri!2001 (11.04.01) 

HI dans une declaration visant une Election ulterieure d6pos6e auprds du Bureau international le: 



2. Election Q<] a$t6faite 

| | n'a pas 6t6 faite 

avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 



Bureau international de TOMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Gendve20, Suisse 



no de telecopies: (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise 



Eric LESOT (Fax 338.87.40) 



no de telephone: (41-22) 338.83.33 
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TRAITE DE ^OPERATION EN M ATI ERE DE BfW&ETS 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

1H23442C14FG 


POUR SUITE voir ,a notification de transmission du rapport de recherche internationale 
. (formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 
A DONNER 


PCT/FR 00/02523 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

13/09/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

14/09/1999 



Deposant 



CAPSULIS 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par radministration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a Particle 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

PH II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1. Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

I I ,a recherche internationale a ete effectuee sur la base cTune traduction de la demande internationale remise a radministration 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

I | contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

I | deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

I | remis ulterieurement a radministration, sous forme ecrite. 

I | remis ulterieurement a radministration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

Q La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

Q La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
3 - O 11 y a absen ce d'unite de I'invention (voir le cad«*e II). 

4. En ce qui concerne le titre, 

PH le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

I I Le texte a ete etabli par radministration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abrege, 

|Y1 ,e texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par radministration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a radministration dans un delai cfun mois a compter de la date cf expedition du present raDDort 
de recherche internationale. 

La figure des dessins a publier avec rabrege est la Figure n° 



□ suggeree parle deposant. [X) Aucune des figures 

I I parce que le deposant n*a pas suggere de figure. n ' est * P UD,ier - 

I I parce que cette figure caracterise mieux invention. 



Formulaire PCT/1SA/210 (premiere feuille) (juillet 1998) 



RAPPORT DE REC^RCHE INTERNATIONALE 



de Internationale No 

PCT/FR 00/02523 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 7 A61K9/127 A61K9/00 

Selon la classification intemalionaJe des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationaJe el la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



^cumentalion minimaJe con suttee (systeme de classification suM des symbotes de ciassement) 

CIB 7 A6 IK 



Documentation consultee autre que la documenlation minimaJe dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



de donnees electronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees. et si realisable, termes de recherche utilises) 

WPI Data, PAJ, EPO-Internal , CHEM ABS Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avec, le cas echeant. Indication des 



passages pertinents 



no. des revendications vtsees 



BROWNLIE, ROBERT M. , ET AL. : "Stimulation 
of secretory antibodies against Bordetella 
pertussis antigens in the lungs of mice 
after oral or intranasal administration of 
liposome incorporated cell -surface 
antigens" 

MICROBIAL PATHOGENESIS, 

vol. 14, no. 2, fevrier 1993 (1993-02), 

pages 149-60, XP000920597 

Aberdeen (GB) 

le document en entier 



FR 2 769 022 A (CAPSULIS) 
2 avril 1999 (1999-04-02) 
cite dans la demande 
revendications 1-12 



1-9,12, 
15-19 



1-9,12, 
15-19 

1-9,12, 
15-19 



-/-- 



X I Voir ,a suite du C pour la fin de la liste des documents 



[X ~| Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciaJes de documents cites: 

document definissant I'etat general de la technique, non 
oonsidere comme particulierement pertinent 

document anterieur, mais publie a la dale de depot international 
ou apres cette date 

document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la dale de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciaJe (telle qu'indiquee) 
"O" document se referant a une divulgation oraie. a un usage a 

une exposition ou tous autres moyens 
'P* document publie avant la dale de depot international mais 
posteneurement a la dale de priorite revendiquee 



Date a laqueDe la recherche inlemationate a ete effectivement achevee 

5 avril 2001 



'T" document ullerieur publie apres la date de depot international ou la 
dale de priorite et n'appartenenanl pas a Tetal de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de IMnvention 

•X" document particulierement pertinent; Tinven tion revendiquee ne peut 
elre consideree comme nouvelle ou comme impliquanl une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

'V document particulierement pertinent; Tinven tion revendiquee 

ne peut elre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est assocte a un ou ptusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une person ne du metier 

document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Dale d'expedition du present rapport de recherche intemalionaJe 

18/04/2001 



Nom et adresse postaJe de r administration chargee de la recherche intemalionaJe 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRyswiik 
TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctfonnaire autorise 



Ventura Amat, A 



Foimulaire PCT/ISW210 (deuxi^me feuiBe) Quitet 1992) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RE 



CHE INTERNATIONALE 



de Internationale No 



1 C(suite) C 


OCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS " 


1 Categories 


Identification des documents cites, avec.le cas echeant, I'indicationdes passages pertinents 


1 no. des revendications vtsees 



X,P 



29 juin 2000 (2000-06-29) 
revendications 1,6,26,27 
page 12, ligne 17 -page 13, ligne 7 



1-10,13, 
18 



Foimutaire PCT/ISA/2 10 (suite de (a deux feme f suite) (juilet 1992) 
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INTENTIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent famity members 



tional Application No 

PCT/FR 00/02523 



Patent document 
cited in search report 

FR 2769022 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



02-04-1999 



AU 
EP 
WO 



Publication 
date 



9169798 A 
1024830 A 
9916468 A 



23-04-1999 
09-08-2000 
08-04-1999 



W0 0037053 



29-06-2000 



AU 



1852000 A 



12-07-2000 



Fom> PCT/ISA/210 (palenl lamiV annex) (July 1992) 



BIST AVAILABLE COPY 



V0| Oj^ST? 



PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) ^ 



Applicant's or agent's file reference 
J23442-14WO.FG/LJ 


FOR FURTHER ACTION See Notification of Transmittal of International 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/FR00/02523 


International filing date {day/month/year) 
13 September 2000 (13.09.00) 


Priority date {day/month/year) 

14 September 1999 (14.09.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A6 IK 9/00 


RECEIVED 






Aiir, n i ?nn? 


Applicant 


CAPSULIS 


TFP.H fiFNTFR 1finfl/9900 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet 



| [ ™ s re P 0It is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

£?^°"f d s !f tem f nt ™ der Article 35 ( 2 > V th reg^d to novelty, inventive step or industrial applicability 
citations and explanations supporting such statement *w»cao""y» 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


IXJ 


II 


□ 


III 


IEI 


IV 


□ 


V 


IEI 


VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

11 April 2001 (11.04.01) 


Date of completion of this report 

06 December 2001 (06.12.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
1 1. Basis of the report 



International application No. 

PCT/FR00/02523 



| | the international application as originally filed. 

the description, pages N23 f M ori ginally filed, 

P a 8 es — , filed with the demand, 

P a S es , , filed with the letter of , 

P a 8 es , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-19 



. , as originally filed, 

, as amended under Article 19, 
. , filed with the demand, 
. , filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig m 



1/3-3/3 



. , as originally filed, 
. , filed with the demand, 
. , filed with the letter of 
. , filed with the letter of 



J 2. The amendments have resulted in the cancellation of* 

□ the description, pages 

□ the claims, Nos. 



□ the drawings, sheets/fig 



received! 

AUG 0 * 2002 



TECH CENTER 160U/2B00 



I 3 - □ «n^ e ^ 

4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT /FR00/02S23 

I M. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



the entire international application, 
claims Nos. 15.19 



because: 



£w.Sl d ^ te ™[ ional application, or the said claims Nos. 1 6 , 9 

relate to the following subject matter which does not req uire an international preliminary 

See annex 



examination (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

□ no international search report has been established for said claims Nos. 
Form PCT/IPEA/409 (Box III) (January 1 994) 



. are so inadequately supported 



THJS PAGE BLANKS 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 00/02523 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: 1 1 1 . 



The present Authority considers that the subject matter 
of claims 16-19 is covered by the provisions of PCT Rul 
67.1(iv). For this reason, no opinion will be given on 
the question of whether the subject matter of these 
claims is industrially applicable (PCT Article 
34 (4) (a) (i) ) . 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



international application No. 
PCT/FR 00/02523 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



11-14 



1-10, 15-19 



1-19 



1-15 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

There are no uniform criteria in the PCT Contracting 
States for determining whether claims 16-19 are 
industrially applicable. Patentability may also be 
dependent on the way in which the claims are worded. 
Therefore, the European Patent Office does not consider 
the subject matter of use claims relating to the medical 
use of a compound to be industrially applicable. However, 
claims relating to a known compound, for a first medical 
use, will be accepted, as will claims relating to the use 
of such a compound for producing a drug with a view to a 
novel medical treatment. 



Reference is made to the following documents: 

Dl: BROWNLIE, ROBERT M. , ET AL. : 'Stimulation of 
secretory antibodies against Bordetella pertussis 
antigens in the lungs of mice after oral or 
intranasal administratLcua^f liposome incorporated 
cell-surface antigens' MICROBIAL PATHOGENESIS, vol. 
14, no. 2, February 1993 (1993-02), pages 149-60, 
XP000920597 Aberdeen (GB) 

D2: FR-A-2 769 022 (CAPSULIS) 2 April 1999 (1999-04- 
02) cited in the application 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 00/02523 



CI aim 1 defines a use of multilamellar vesicles having an 
onion-like structure which in turn has an internal liquid- 
crystal structure consisting of a stack of concentric 
bilayers based on amphiphilic agents alternated with 
layers of water, an aqueous solution or a polar liquid 
solution, and incorporating at least one antigen, for the 
preparation of a composition suitable for mucosal 
administration . 

Document Dl describes multilamellar vesicles (abstract) 
incorporating an antigen (page 153, last paragraph and 
page 155) suitable for nasal and oral administration. 
Therefore, the subject matter of claim 1 is not novel (PCT 
Article 33(2)). The same applies to claims 2-10 and 15-19. 
The technical problem was that of developing novel 
adjuvants and vectors capable of inducing a systemic and 
mucous response in terms of protection against the 
pathogen . 

Document D2 describes vesicles having the same structure 
as those used in the present application, and the use 
thereof for parenteral vaccination. It is obvious for a 
person skilled in the art starting with the information in 
documents Dl and D2 to use the vesicles having an onion- 
like structure and incorporating an antigen for mucosal 
administration (the combination of documents Dl and D2) . 
Therefore, the subject matter of claims 1-19 does not 
involve an inventive step (PCT Article 33(3)). 



Form PCTYIPEA/409 (Box V) (January 1994) 



TH ® PABE BLANK 



(USPTQ) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 00/02523 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirement of PCT Rule 5.1(a) (ii), the 
relevant prior art disclosed in document Dl has not been 
indicated in the description, nor has this document been 
cited. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1994) 
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TRAITEDE COOPERATION EN MATI 

PCT 

UjJ^O per 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL^ 

(article 36 et regie 70 du PCT) 




Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

J23442-14WO.FG/U 



Demande intemationale n° 
PCT/FR00/02523 



POUR SUITE A DONNFR voir la notification de transmission du rapport d'examen 
OUI,CA UUlMlMtn prehmmaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 



Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
13/09/2000 



Date de priorite Qour/mois/ann6e) 
14/09/1999 



Classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationals et CIB 
A61K9/00 



Deposant 
CAPSULIS 



1 . Le present rapport d'examen prSliminaire international, etabli par I'administaration charaee de i^mon nr*iimin a ir» 

international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 9 pn§,,mma,re 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

D IT^T^T d,ANNE ^S, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
^modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications ^xtT^sT 

ISS:; 2 p 9 CT) de Pr6,imina,re lntemati ° na * (V ° ir '* *■* ™ 6 « ''instruction 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

Base du rapport 
Priorite 

otrpHc^oVSsS d "° Pini ° n qUam * ' a n ° UVeaUt6 ' racMvM inventive « ,a 
Absence d'unite de I'invention 

2fD3S«l^^ ton i' a .- iC,e 35(2) quant 4 ,a no " v eaute, I'activite inventive et la possibilite 
d application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration ^ 



II 


□ 


III 


IS 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
Internationale 



11/04/2001 



Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 
D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 eprnu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 

Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) Ganvier 1994) 



Date d'achevement du present rapport 
06.12.2001 



Fonctionnaire autorise 
Paloniemi Legland, R 

N° de telephone +49 89 2399 7315 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR00/02523 



I. Bas du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande intemationale (les feuiiles de remplacement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)) : 

Description, pages: 

1 -23 version initiale 

Revendications, N°: 

1-19 version initiale 

Dessins, feuiiles: 

1/3-3/3 version initiale 

2. En ce qui concerne la langue, tous les Elements indiques ci-dessus etaient k la disposition de ('administration ou 
lui ont 6te remis dans la langue dans laquelle la demande intemationale a ete d£posee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont 6te remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (selon la r£gle 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande intemationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pteliminaire Internationale (selon la r6gle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
intemationale (le cas 6ch6ant), I'examen pr£liminaire intemationale a 6te effectu§ sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande intemationale, sous forme 6crite. 

□ d£pos6 avec la demande intemationale, sous forme d^chiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement h i'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par 6crit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que depos£e, a ete foumie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrges sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presente par 6crit, a ete foumie. 

4. Les modifications ont entra?n§ I'annulation : 



Fomnulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 1) (juillet 1998) 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR00/02523 



□ de la description, pages : 

□ des revendications, n 4 * : 

□ des dessins, feuilles : 



5. □ Le present rapport a ete formule abstraction fatte (de certaines) des modifications, qui ont ete considers 
comme allant au-dete de I'expose de ['invention tel qu'il a 6te depose, comme i! est indique ci-apres (r£gle 
70.2(c)): 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas §ch£ant : 



III. Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility d'applicati n 
industrielle 

1 . La question de savoir si I'objet de invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activity inventive 
(ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas et6 examinee pour ce qui concerne : 
□ I'ensemble de la demande intemationale. 

IS les revendications n 03 16-19 consernant la possibility d'application industrielle. 



parce que : 

H la demande intemationale, ou les revendications n 03 1 6-1 9 en question, se rapportent d I'objet suivant, k 
l'6gard duquel I'administration charg£e de Texamen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un 
examen preliminaire international (preciser) : 
voir feuille separee 

□ la description, les revendications ou les dessins (en indiquer ies elements ci-dessous) t ou les revendications * 
n 08 en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(preciser) : 



□ les revendications, ou les revendications n 08 en question, ne se fondent pas de fagon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas <§t<§ etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n 03 en question. 

2. Le listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines n'est pas conforme k la norme pr£vue dans 
I'annexe C des instructions administratives, de sorte qu'il n'est pas possible d'effectuer un examen preliminaire 
international significatif: 

□ le listage presents par <§crit n'a pas <§t<§ foumi ou n'est pas conforme k la norme. 

□ le listage sous forme dechiffrable par ordinateur n'a pas ete foumi ou n'est pas conforme k la norme. 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/FR00/02523 



V. Declaration motivee sel n I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilit ' 
^application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 11-14 

Non : Revendications 1-10, 15-19 

Activity inventive Oui : Revendications 

Non: Revendications 1-19 

Possibility duplication industrielle Oui: Revendications 1-15 

Non : Revendications 

2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande internationale 

tofr'S concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont <§te constatees : 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande Internationale n° PCT/FR00/02523 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

C nc rnant I point III 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibility d'application industrielle 

La presente Administration considere que I'objet des revendications 16-19 est vise par 
les dispositions de la regie 67.1 (iv) PCT. C'est pourquoi il ne sera pas emis d'opinion 
quant a la question de savoir si I'objet de ces revendications est susceptible 
d'application industrielle (article 34(4) a) i) PCT). 



Concernant le point V 

Declaration motivee selon I article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a lappui d 
cette declaration 



II n'existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour determiner si les 
revendications 16-19 sont susceptibles d'application industrielle. La brevetabilite peut 
aussi dependre de la maniere dont les revendications ont ete formulees. Ainsi, I'Office 
europeen des brevets ne considere pas comme susceptible d'application industrielle 
I'objet de revendications d'utilisation d'un compose a des fins medicates. Par contre, 
peuvent etre acceptees des revendications relatives a un compose connu, pour une 
premiere utilisation a des fins medicales ainsi que des revendications relatives a 
I'utilisation d'un tel compose dans la fabrication d'un medicament en vue d'un nouveau 
traitement medical. 



II est fait reference aux documents suivants: 



D1 : BROWNLIE, ROBERT M., ET AL: 'Stimulation of secretory antibodies 
against Bordetella pertussis antigens in the lungs of mice after oral or intranasal 
administration of liposome incorporated cell-surface antigens' MICROBIAL 
PATHOGENESIS, vol. 14, no. 2, fevrier 1993 (1993-02), pages 149-60, 
XP000920597 Aberdeen (GB) 

D2: FR-A-2 769 022 (CAPSULIS) 2 avril 1999 (1999-04-02) cite dans la 
demande 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR00/02523 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



La revendication 1 definit une utilisation de vesicules multilamellaires a structure en 
oignon presentant une structure interne cristal-liquide formee d'une empilement 
bicouches concentriques a base d'agents amphiphiles alternant avec des couches 
d'eau, de solution aqueuse ou de solution d'un liquide polaire et au sein desquelles se 
trouve incorpore au moins un antigene, pour la fabrication d'une composition destinee 
a une administration par voie muqueuse. 

Le document D1 decrit des vesicules multilamellaires (abstract) au sein desquelles se 
trouve incorpore un antigene (p. 153 dernier paragraphe et p. 155) destinee a une 
administration par voie nasale et orale. Par consequent, I'objet de la revendication 1 
n'est pas nouveau (Art. 33(2) PCT). II en est meme pour les revendications 2-10 et 15- 
19. 

Le probleme technique etait de developper de nouveaux adjuvants et vecteurs 
capables d'induire une reponse muqueuse et systemique efficace en terme de 
protection contre I'agent pathogene. 

Le document D2 decrit des vesicules qui ont la meme structure que celles utilises selon 
la presente demande et leur utilisation pour la vaccination en voie parenterale. II est 
evident pour I'homme du metier, en se basant sur ('information des documents D1 et 
D2, d'utiliser les vesicules a structure en oignon incorporant en leur sein un antigene 
pour I'administration par voie muqueuse (la combinaison des documents D1 et D2). 
En consequence, I'objet des revendications 1-19 n'implique pas une activite inventive 
selon article 33(3) PCT. 

Concernant le point VII 

Irregularites dans la demande intemationale 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat de 
la technique anterieure pertinent expose dans le document D1 et ne cite pas ce 
document. 
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(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUB LI EE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MAT I ERE DE BREVETS (PCT) 
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(10) Numero de publication Internationale 

PCT WO 01/19335 A2 



(19) Organisation Mondiaie de la Propriete 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication Internationale 
22 mars 2001 (22.03.2001) 

(51) Classification Internationale des brevets 7 : A61K 9/00 

(21) Numero de la demand e Internationale: 

PCT/FR00/02523 

(22) Date de depot international: 

13 septembre 2000 (13.09.2CXX)) 

(25) Langue de depot: francais 

(26) Langue de publication: francais 

(30) Donnees relatives a la priorite: 

99/1 1465 14 septembre 1 999 ( 14.09. 1 999) FR 

(71) Deposant (pour tons les Etats designes sauf US): CAP- 
SULIS [FR/FR]; 218-228 Avenue du Haut-Le'veque 
F-33600 Pessac (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) lnventeurs/Deposants (pour US seulement): GAUBERT, 
Sophie [FR/FR]; Residence Les Cottages de la Reserve, 



App. 16, 14, Rue des As, F-33600 Pessac (FR). LAVER- 
SANNE, Rene [FR/FR1; 62, Avenue du Pare d'Espagne, 
F-33600 PESSAC (FR). 
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Publiee: 

Sans rapport de recherche international, sera republiee 
des reception de ce rapport. 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicates relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



(54) Title: COMPOSITION TO BE ADMINISTERED THROUGH MUCOUS MEMBRANE 
(54) Titre: COMPOSITIONS DESTTNEES A UNE ADMINISTRATION PAR VOIE MUQUEUSE 

ZiH^T ^ e i T ention COnc f u |f noveI of onion-structured multilamellar vesicles having a liquid-crystal internal struc- 
ture formed by stacked concentric double layers based on amphophilic agents with layers of water, aqueL solution oS^f 
pokr hennd and wherein is incorporated at least an antigen for making a composition, in particular a pharmaceutical common, 
and more particularly a vaccine composition, to be administered through a mucous membrane to induce a mucous and/or^nirr^ 
md/0T for ^ 6ng SyStem Section caused by said antigen. The invention also concerns a vaccine 

Zf^^^^T a meth0d ^ * ***** ^ ^ is particulany appli- 

S? t b ^ : PnSSCttte ^ v ^ on ^ conceme ^ nouveU * utilisation de vesicules midtilamellaires a structure en oignon presentant 
une strucmre interne = cnstal-liqmde formee d'un empilement de bicouches concentriques a base d'agents arnpniphiiraltemant avec 
des couches d eau, de soluuon aqeuse ou de solution d'un Uquioe folate * ^ 

aiingene, pour la febneanon d une composmon notamment pharmaceutique et phis particuherement vaccinale destinee a une admi- 
mstranon par voix muquese pour induire une nfponse muqueuse et/ou systemique serique et/ou pour proteger rorganisme a regard 
tl^TT^T 1 ^ I !? X>nsable ledU ^'invention concerne egalement un proc^ de vaccination par vofe mnqueuse * un 

proce** de production d anttcorps, notammem d'IgA. LWntion s'appkque tout particulierement dans le cas d'une^mnstration 
par voie nasale. 
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Compositions destinees a une administration par voie muoueuse. 

La presente invention conceme de nouvelles compositions destinees a 
une administration par voie muqueuse. Plus particulierement, elle conceme une 
5 composition pharmaceutique, notamment vaccinale destinee a une administration 
par voie muqueuse. 

Elle conceme egalement un procede de production d'anticorps, 
notamment dlgA. 

On donne ci-apres queiques definitions : 
10 Administration par voie muqueuse : administration non invasive de Tantigene a 
un site muqueux, par exemple 

- aire naso-pharyngee 

- aire buccale 

- arbre bronchique 
15 - intestin 

- tractus uro-genital 

- oreille interne 

- conjonctive 

- glandes mammaires, salivaires et lacrymales. 

20 . Parmi ces differents constituants du tissu lymphoide associe aux 

muqueuses (MALT), certaines voies d' introduction sont d'un acces et d'une 
acceptability plus aises : nasale, buccale, gastro-intestinaie, rectale et vaginale. 
Reponse muqueuse : reponse du systeme immunitaire au niveau des muqueuses 
caracterisee par une production d'IgA (isotype en concentration importante dans 

25 les muqueuses) et d'IgG et/ou une reponse cellulaire au sein du site muqueux et 
des ganglions drainants. 

Reponse svsternique : reponse du systeme immunitaire generalisee se traduisant 
par la presence d'anticorps circulants (IgG et aussi IgA) et/ou une reponse 
cellulaire (Thelper ou CTL) dans les organes lymphoides secondaires (rate, 
30 ganglions). 

Dissemin ation de la reponse : installation d'une reponse muqueuse dans d'autres 
compartiments que celui de Tinduction, du fait de la circulation et de la 
relocalisation des lymphocytes induits au site d'administration (IgA vaginales 
apres administration nasale par exemple). 
35 Adjuvant : substance ajoutee a Tantigene de maniere a amplifier et orienter la 
reponse immxinitaire specifique de cet antigene. 
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Vecteur svnthetique/vectorisation : incorporation de l'antigene dans ou a la surface 
d'une particule ou vesicule, de maniere a proteger l'antigene et/ou a faciliter sa 
capture par les cellules competentes du systeme immunitaire et/ou a faciliter 
1'appretement de l'antigene par lesdites cellules, et ainsi a amplifier la reponse 
5 immunitaire. L'addition d'un vecteur vide a l'antigene iibre n'apporte pas ou peu 
d'amplification. 

Jusqu'a recemment, les vaccins etaient obtenus a partir de micro- 
organismes tues, attenues ou moins virulents. L'industrie pharmaceutique 
aujourd'hui cherche a eviter cette approche a la fois pour des raisons de limitation 
10 des efifets secondaires, de facilite de production, de securite d' administration et 
d'efficacite. 

Les progres de la biologie moieculaire ont permis la production 
industrielle de sous-unites de ces micro-organismes en particulier des proteines 
dites recombinantes, qu'eiles soient membranaires, nucleaires ou cytoplasmiques. 

15 Malheureusement ces sous-unites ne sont pas assez immunogenes par elles-memes 
pour apporter une reponse suffisante dans l'optique de la vaccination. 

Elles ont besoin d'etre adjuvantees ou vectorisees pour induire une 
reponse suffisante. 

Aujourd'hui, les seuls adjuvants acceptes en medecine humaine sont 

20 Thydroxyde ou le phosphate d'aluminium ainsi que le phosphate de calcium. Ces 
sels se presentent sous la forme d'une suspension de grains de sei d'aluminium ou 
de calcium, a la surface desquels est adsorbe Tantigene. lis presentent plusieurs 
inconvenients : ils induisent des reactions locales inflammatoires et la production 
d'IgE, ils ne sont pas efficaces pour tous les antigenes et ils sont incapables 

25 d'engendrer des reactions a mediation cellulaire de type CTL. De fait, ils ne sont 
pas utilises jusqu'a present dans le cas d'administration par voie muqueuse. 

Or, rimportance des surfaces muqueuses est considerable, d f une pan 
parce qu'elles sont presentes au niveau de tous les tractus et d'autre part parce 
qu'elles sont la premiere ligne de defense contre Tinvasion des agents pathogenes. 

30 La protection des surfaces muqueuses est assuree a la fois par des 

mecanismes de defense innes ou non adaptatifs (peristaltisme, mouvements cilies 
et mucus) et par la mise en place d'une reponse immune cellulaire et humorale 
adaptative specifique de l'agent pathogene qui peut se generaliser aux autres 
organes lymphoides. C'est le tissu lymphoYde associe aux muqueuses (MALT) qui 

35 est responsable de la composante specifique. 
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A cet egard, la vaccination par voie muqueuse represente un enjeu 
considerable. 

Aujourd'hui, tous les vaccins sauf ceiui contre la poliomyelite sont 
injectables, ce qui implique : 
5 - Une medicalisation 

- Un mauvais accueil 

- Un inconfort (fievre, douleur au site d'injection...) 

- Des risques de contamination (HIV, hepatites) 

- Un cout eleve dans les pays en voie de developpement 

10 L'administration par voie muqueuse presenterait un avantage pour 

differentes raisons : 

-des couts de production moins eieves lies a des conditions de 
preparation moins contraignantes que celles pour un vaccin injectable 

- son caractere non invasif qui elimine les problemes lies a Tinjection 
1 5 decrits ci-dessus 

Pour cela, elle devrait : 

-procurer une immunite aux sites d'administration muqueux, 
permettant de renforcer par une reponse specifique la barriere muqueuse, d'ou un 
interet pour les infections transmissibles par voie muqueuse (aeriennes, 
20 genitales....) 

-procurer une immunite systemique et une reponse effectrice 
generalisee suite a une administration aisee 

- ne pas entrainer d'effets secondaires ( irritation locale). 

Pour une revue assez complete sur V immunologic des muqueuses on 
25 pourra se reporter au "Handbook of mucosal immunology", edite par Pearay Ogra 
et aU 1994, Academic press, Inc. san Diego Californie, USA. 

De nombreux essais et etudes ont ete realises afin de developper de 
nouveaux adjuvants et vecteurs capables d'induire une reponse muqueuse et 
systemique efficace en terme de protection contre Tagent pathogene. Differents 
30 travaux ponent sur Tutilisation de vecteurs vivants recombinants (bacteries ou 
virus anenues), de vecteurs synthetiques (complexes immunostimulants encore 
appeles iscoms, ce qui correspond a une abreviation de Texpression anglaise 
"immunostimulating complexes", liposomes, microspheres...) ou de toxines de 
micro-organismes (toxine cholerique -CT- ou toxine thermolabile d'E. Coli -LT-). 
35 Cependant, une grande partie de ces etudes est encore au stade de la mise au point 
et la majorite des formulations presentent des inconvenients : 



WO 01/19335 



4 



PCT/FR00/02523 



-haute toxicite (CT et LT) et done impossibility ^utilisation chez 

Thomme, 

- difficultes de preparation (microspheres), 

- faible stabilite (liposomes), 
5 - faible efficacite (liposomes). 

Plusieurs brevets concernent l'administration par voie muqueuse 
d'antigenes, vectorises ou adjuvantes par differents systemes. On peut citer : 

-EP 0 440 289 (Duphar) qui decrit l'utilisation de liposomes en 
melange avec un antigene pour la vaccination contre la grippe. II s ! agit la d'un effet 
10 adjuvant des lipides, le meme resultat etant obtenu lorsque l'antigene est melange 
extemporanement avec les liposomes vides. 

-WO 98/10748 (The School of Pharmacy) utiiisant des liposomes 
cationiques, dans le cas d'une injection ou d'une administration par voie 
muqueuse, 

15 - US 5,679,355 (Proteus) decrivant des vesicuies non ioniques, qui 

peuvent etre administrees par voie parenterale ou muqueuse (surtout oraie). 

D'autre part, une tres abondante litterature scientifique decrit 
^utilisation de microparticules polymeres comme vecteur d'antigene par voie 
muqueuse. Une bonne revue de cette litterature peut etre trouvee dans : D. T. 

20 O'HAGAN, Adv. Drug Deliv. Rev., 34 ( 1 198) 305-320. 

Cependant, aucune de ces technologies n'a abouti aujourd'hui a un 
produit sur le marche. Les methodes de presentation de V antigene doivent done 
encore etre ameliorees et le developpement de nouveaux adjuvants ou vecteurs 
d'antigenes demeure un besoin urgent dans Findustrie du vaccin. 

25 Parmi les vesicuies, objets spheriques formes d'arrangement 

molecuiaires de molecules amphiphiles, les vesicuies multilamellaires a structure 
en oignon ont fait l'objet d'importantes recherches et ont donne lieu a plusieurs 
brevets (WO 93/19735 ; WO 95/18601 ; WO 97/00623 ; WO 98/02144 ; WO 
99/16468). Elles se distinguent des liposomes par : 

30 - leur mode de preparation qui part d'une phase lamellaire a Pequilibre 

thermodynamique 

- leur structure interne cristal-liquide formee d'un empilement reguiier 
de bicouches concentriques d'amphiphiles alternant avec des couches d'eau ou de 
solution aqueuse ou de solution d'un liquide poiaire (glycerol, par exemple) 

35 - la nature variee des molecules amphiphiles qui peuvent etre utilisees 

pour les constituer, seules ou en melange. 
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La demande Internationale WO 99/16468 decrit des vesicules a 
structure en oignon incorporant en leur sein un antigene et permettant d'amplifier 
la reponse immunitaire de cet antigene. Cette demande Internationale qui decrit 
pour la premiere fois l'incorporation (egalement designee dans ce document par 
encapsulation) d'antigenes au sein d'une vesicule multilamellaire a structure en 
oignon montre clairement dans ses exemples qu'une telle encapsulation permet 
tres nettement d'amplifier la reponse immunitaire lors d'une administration 
parenteral d'un antigene encapsule dans une vesicule multilamellaire a structure 
en oignon. 

Les inventeurs de la presente invention ont maintenant decouvert que 
l'administration par voie muqueuse, en particulier nasale, des compositions du 
type de celles decrites dans la demande WO 99/16468, engendre une reponse 
immunitaire non seulement au sein de differents sites muqueux mais egalement 
dans le compartiment systemique. Cette reponse est caracterisee par l'induction 
d'immunoglobuline A (IgA). Un tel resultat n'etait nullement evident au vu de la 
demande WO 99/16468 puisque dans les conditions ou etait faite l'injection dans 
les exemples de cette demande, I'antigene, meme sous forme encapsulee, 
n'induisait pas de reponse IgA detectable. 

Les immunoglobulines (Ig) ou anticorps (Ac), associes a des 
composants cellulaires, sont des acteurs essentiels dans la reponse immunitaire 
dirigee contre un pathogene. Les Ig sont des proteines hautement specifiques de 
I'antigene. 

Differentes classes d'anticorps ont ete repertoriees, qui se distinguent 
par leur mode d'induction, leur localisation et leur fonction (reconnaissance, 
neutralisation d'activite toxique ou enzymatique). 

Dans le compartiment sanguin, la majorite des Ig produites sont des 
IgG circulantes (sub-divisees en differentes sous-classes), les IgA et les IgE restant 
tres minoritaires. A 1'inverse, I'isotype majeur dans les muqueuses est 1'lgA qui est 
produite par les plasmocytes a IgA du systeme lymphoide muqueux et secretee 
activement par l'epithelium de la muqueuse. 

Les IgA sont des anticorps specialises et adaptes a la defense des 
surfaces muqueuses constamment exposees aux pathogenes. Adaptes, car, du fait 
de leur structure biochimique (glycosylation, polymerisation, piece secretoire), ils 
resistent aux effets des proteases secretees par les micro-organismes et car, 
contrairement aux autres isotypes, ils limitent les reactions inflammatoires dans 
ces compartiments en etat d'activation constant. Specialises, car ils agissent a 
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plusieurs niveaux : secretes, ils agglutinent ies pathogenes, iimitent par 
neutralisation les effets des toxines et l'entree des pathogenes ; ils peuvent 
egalement agir au sein de l f epithelium au cours de leur transcytose ou dans la 
lamina propria. Ils representent done une barriere active essentielle qui, associee a 
5 des mecanismes non specifiques, Iimitent Tinvasion par les pathogenes. 
Naturellement, a la reponse anticorps, s'associent des reponses cellulaires 
cytotoxiques et specifiques qui visent a eliminer le pathogene. Si la reponse locale 
ne suffit pas, une reponse systemique est enclenchee. 

Une des caracteristiques tres interessantes du systeme immunitaire 

10 muqueux est la recirculation des lymphocytes B et T induits a un site muqueux et 
leur possible domiciliation dans d f autres sites que ceux de Tinduction, propageant 
ainsi la reponse specifique aux autres tractus. Ce phenomene est tres interessant en 
terme de vaccination. 

Alors que les mecanismes d f induction d ! une reponse immune 

15 muqueuse sont en cours d'elucidation, il reste souvent extremement difficile 
d'induire une reponse muqueuse par l f administration parenterale d'un antigene 
(adjuvante ou non) et meme par administration muqueuse de l'antigene. En effet, 
Tadministration par voie parenterale d'un antigene conduit a 1'induction d'anticorps 
specifiques circulants, de type IgG. Ce type d'injection ne permet pas d'induire des 

20 IgA au sein des compartiments muqueux (ni systemique). II est tres clair que la 
vaccination parenterale ne renforcera pas les defenses naturelles locales 
necessaires pour lutter contre beaucoup ^infections respiratoires ou genitales par 
exemple. 

Pour ces differentes raisons, il est tout a fait surprenant, meme au vu 
25 de Tenseignement de WO 99/16468 que le meme antigene incorpore dans les 
memes vesicules, administrees par voie muqueuse (nasale) induise non seulement 
une reponse systemique (IgG dans les serums) confirmant par une autre voie les 
precedents resultats, mais egalement une reponse dans les sites muqueux. 
L'incorporation de Tantigene dans les vesicules a structure en oignon engendre la 
30 production d'IgA dans le compartiment lie au site ^administration (brc v.ho- 
pulmonaire) mais aussi dans les autres compartiments muqueux avec une 
predominance dans les secretions genitales. De plus, il faut noter que Talbumine 
de serum humain (HSA), utilisee a titre d ! exemple, est un antigene tres faiblement 
immunogene, qui, administre par voie nasale, seul, sans etre incorpore dans des 
35 vesicules est incapable d'induire une quelconque reponse qu'elle soit muqueuse ou 
systemique. 
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De plus, on pent remarquer que l'administration par voie muqueuse 
necessite par rapport a l'administration parenteral la prise en charge de 1'antigene 
dans la muqueuse et done la penetration de I'antigene, ce qui implique que 
1 anugene doit etre presente de maniere optimale afin de depasser les mecanismes 
de defense non specifies (mouvements cilies, mucus) et de resister aux enzymes 
presents dans la muqueuse ou a sa surface. II apparait que ces parametres sont 
optumses par la structure des vesicules lors de radministration muqueuse Ces 
fonctions des vesicules dans l'administration muqueuse n'etaient pas 
necessairement presentes lors de l'administration parenterals ou 1'injection permet 
dattemdre directement des zones plus favorables a une capture par les cellules du 
systeme immunitaire. 

Le resultat observe par administration muqueuse n'est done pas une 
s.mple extrapolation du resultat obtenu par administration parenterals mais la 
rn.se en ev.dence d'une nouvelle fonctionnalite des vesicules a structure en 
15 oignon. 

Les inventeurs de la presente invention ont maintenant decouvert que 
des vesicules identiques a celles decrites dans la demande intemationale 
WO 99/16468 incorporant un antigene provoquaient une reponse immunitaire 
beaucoup plus forte que 1'administration de I'antigene libre. De plus, pour certains 

-0 antigenes qui n mduisent aucune reponse par administration muqueuse leur 
admuustration, incorpores au sein de vesicules multilamellaires a structure en 
o,gnon, permet d'induire une reponse tout a fait remarquable. Enfin la reponse 
mdu.te se retrouve non seulement au niveau local dans le compartment muqueux 
(reponse muqueuse) mais aussi dans la circulate sanguine (reponse systemique 

25 serique). 

D'autre part, ces vesicules multilamellaires sont preparees a partir de 
consntuants biocompatibles connus pour leur innocuite. De plus, le procede de 
preparation est de mise en ceuvre simple et ne fait appel qu'a des appareils 
courants de la chimie. Le fait que le procede fasse appel a une phase lamellaire 
imtiale a l'equilibre thermodynamique lui donne une excellente reproductibilite et 
permet une grande stabilite des vesicules obtenues. 

Ainsi, selon l'une de ses caracteristiques essentielles, l'invention 
conceme une utilisation de vesicules multilamellaires a structure en oienon 
presentant une structure interne cristal-liquide formee d'un empilement' de 
b,couches concentriques a base d'agents amphiphiles alternant avec des couches 
d'eau. de solution aqueuse ou de solution d'un liquide polaire et au sein desquelles 
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se trouve incorpore au moins un antigene, pour la fabrication d ! une composition, 
plus particuiierement pharmaceutique, et notamment vaccinate, destinee a une 
administration par voie muqueuse. 

Par le terme "incorpore" dont Tutilisation nous sembie preferable a 
5 celle du terme "encapsule", on entend que le ou les antigenes font partie integrante 
de Tentite constitute par la vesicule. En effet, on peut trouver des molecules 
d f antigene(s) dans n'importe quelle couche comprise entre le centre et la peripheric 
de ladite vesicule. 

Comme cela ressort de la description detaillee qui suit ainsi que des 
10 exemples, les compositions pharmaceutiques utilisees selon Tinvention permettent 
la preparation d ! un vaccin muqueux destine a induire une reponse muqueuse et ou 
systemique serique. 

Ainsi que cela ressort clairement des exemples, les vesicules a 
structure en oignon telles que definies precedemment incorporant un antigene 
15 induisent, lorsqu'elles sont administrees par voie muqueuse, chez i'homme ou 
Tanimai, la production d ! anticorps. 

Comme il a ete indique, un des avantages de Tinvention est d'induire 
une production d'anticorps tres importante caracterisee par la presence dlgA et 
d'IgG. Cela implique une augmentation de la frequence des lymphocytes portant 
20 des IgA ou des IgG specifiques de Tantigene. La preparation peut done etre utilisee 
a des fins d'activation et de differenciation de lymphocytes B specifiques de 
Tantigene qui peuvent alors etre utilises en fusion ceilulaire afin de produire des 
anticorps monoclonaux. En effet, les lymphocytes specifiques, presents en grande 
quantite dans les ganglions drainant le site d f administration peuvent etre 
25 immortalises par fusion avec un myelome non secreteur et conduire a des 
hybridomes secreteurs ^anticorps monoclonaux. 

L f invention, de par sa capacite a amplifier et augmenter les reponses 
anticorps, peut etre utilisee egalement a des fins de production d'anticorps en 
particulier dlgA polyclonales, isotype difficile a generer dans les modes 
30 operatoires classiques, ou d f IgG polyclonales. Ces anticorps peuvent etre utilises 
pour des buts non therapeutiques, par exemple pour la recherche, plus 
particuiierement pour la recherche en biologie ou en immunologic 

Les methodes de prelevement et de purification des anticorps sont 
connues de Thomme de Tart. 
35 Ainsi done, Finvention concerne egalement un procede de production 

d f anticorps. et plus particulieremen- f IgA. 
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Par aiileurs, il a ete mis en evidence que la composition de l'invention, 
lorsqu'elle est administree par voie muqueuse, induit une protection de 1'organismJ 
a l'egard de I'infection dont est responsable l'antigene incorpore dans.Jadite 
composition. 

Ainsi, selon une autre de ses caracteristiques essentielles, l'invention 
concerne un precede de traitement du corps humain ou animal par vaccination par 
voie muqueuse selon lequel on administre une composition contenant des 
vesicules multilamellaires a structure en oignon presentant une structure interne 
cristal-liquide formee d'un empilement de bicouches concentriques a base d'agents 
amphiphiles alternant avec des couches d'eau, de solution aqueuse ou de solution 
d'un liquide polaire et au sein desquelles se trouve incorpore au moins un 
antigene. 

Comme cela ressort de la description et des exemples qui suivent, il 
s'est avere que les compositions de l'invention dans lesquelles l'antigene se trouve 

15 incorpore dans une vesicule a structure en oignon, telle que definie ci-dessus, 
permettent, lorsqu'elles sont administrees par voie muqueuse, d'engendrer une 
reponse immune muqueuse et de stimuler le tissu lymphoide muqueux commun. 
De telles capacites se revelent d'une importance particuliere lorsque Ton s'adresse 
a des antigenes a potentiel vaccinant, face a des pathogenes invasifs a tropisme 

20 muqueux. 

La double possibility d'induire a la fois une reponse muqueuse et une 
reponse systemique presente un grand interet en vaccination car elle simplifie 
1' administration tout en offrant une immunite a plusieurs niveaux : muqueux pour 
defendre les voies d'acces aux micro-organismes et systemiques pour les 

25 infections plus disseminees ou generalisees. 

Par aiileurs, les resultats obtenus dans le cadre de l'invention. 
demontrent que Tinvention permet non seulement d'amplifier la reponse 
anticorps, mais qu'elle genere de plus une reponse immunitaire a efficacite 
protectrice contre I'infection. L'invention est done applicable aussi bien a la 

30 production d'anticorps, qu'a la vaccination. 

Les resultats obtenus permettent d'affirmer que les vesicules 
administrees par voie muqueuse, en particulier par voie nasale, peuvent etre 
utilisees afin d'induire ou d'amplifier la reponse anticorps dans les compartments 
muqueux. de disseminer cette reponse a d'autres sites plus eloignes du site 

35 d'administration et de generer une reponse systemique. 



WO 01/19335 



10 



PCT/FR00/02523 



Les vesicules utilisees selon l f invention, ont generalement des 
diametres compris entre 0,1 et 25 jim, de preference entre 0,2 et 15 fim. 

Plus precisement, les vesicules utilisees selon 1'invention sont de 
preference constitutes de plusieurs couches d'agents amphiphiles alternant avec 
5 des couches de phase aqueuse ou poiaire. Uepaisseur de chacune de ces couches 
est une epaisseur moleculaire, typiquement de Tordre de 5 a 10 nanometres. Pour 
un empilement d'une dizaine a quelques centaines de couches, on obtient done un 
diametre compris entre 0,1 \im et quelques dizaines de micrometres. Cest ce qui 
est observe experimentaiement, les vesicules etant observables en microscopie 

10 optique (en lumiere polarisee afin d'avoir un meilleur contraste lie a leur 
birefringence), soit comme des points non resolus pour les plus petites d'entre 
elles, soit comme des spheres birefringentes pour les plus grosses. Le profil de 
tailles peut etre etudie a Taide d'un granulomere laser (utilisant la diffusion 
statique d f un faisceau laser, analysee sous plusieurs angles). On obtient en general 

15 un profil gaussien centre sur une valeur variant entre 0,1 et 25 iim montrant une 
faible heterogeneite de la taille pour une formulation donnee, dans des conditions 
operatoires de preparation donnees. 

Les vesicules dans lesquelles se trouve incorpore Tantigene ont, 
comme expose precedemment, une structure multilamellaire en oignon et sont 

20 constitutes, de leur centre jusqu'a leur peripheric d f une succession de couches 
lamellaires separees par un milieu liquide. Ces vesicules peuvent etre obtenues par 
un procede comprenant la preparation d f une phase lamellaire cristal-liquide et sa 
transformation par application d ! un cisaillement. Un tel procede est en paniculier 
decrit dans le brevet WO 93/19735 issu du brevet frangais FR-2 689 418 ou 

25 WO 95/18601 introduits ici par reference. 

Selon le brevet fran^ais FR-2 689 418, cette transformation peut etre 
faite lors d'une etape de cisaillement homogene de la phase cristal-liquide. ce qui 
conduit a des vesicules encore appelees microcapsules de taille controlee. 
Toutefois, en jouant sur la formulation de la phase lamellaire cristal-liquide, en 

30 particuiier sur la nature des tensioactifs entrant dans sa composition, la 
transformation de cette phase cristal-liquide en vesicules peut etre obtenue par 
simple solicitation mecanique, en particuiier lors du melange des constituants. 

De telles vesicules presentent, entre autres, Tavantage de pouvoir etre 
preparees par un procede de preparation particulierement simple permettant 

35 d ! utiliser une grande variete de tensioactifs. 
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Un autre avantage, lie lui aussi essentiellement au procede utilise pour 
preparer les vesicules a structure en oignon utilisees selon 1'invention, reside dans 
le fait que Ton incorpore les actifs et les additifs prealablement a la formation des 
vesicules, ce qui permet un excellent rendement d'encapsulation, d'ou une 
meilleure efficacite et une economie tres importante pour des molecules 
extremement couteuses. 

De telles structures sont avantageusement obtenues par incorporation 
d'au moins un antigene dans une phase lamellaire cristal-liquide comprenant au 
moins un agent tensioactif puis transformation de cette phase cristal-liquide 
lamellaire en une phase dense de vesicules multilamellaires de petite taille. 

Ainsi, les vesicules utilisees selon l'invention peuvent etre obtenues 
selon un procede selon lequel on prepare une phase cristal-liquide lamellaire 
incorporant au moins un antigene et on provoque le rearrangement de laditephase 
cristal-liquide en vesicules multilamellaires par application d'un cisaillement. 

Ce cisaillement pourra etre un cisaillement homogene, ce qui presente 
l'avantage de conduire a des vesicules de taille parfaitement homogene. Toutefois, 
une simple agitation mecanique pourra s'averer suffisante pour conduire a la 
formation des vesicules multilamellaires de ('invention. 

L'antigene pourra etre toute molecule pour laquelle on souhaite 
engendrer une reponse immunitaire, qu'il ait une origine exogene tel qu'un 
organisme pathogene infectieux, parasites ou micro-organismes (levures. 
champignons, bacteries ou virus) ou une origine naturelle intrinseque (cas des 
maladies auto-immunes ou de la cancerisation). II peut etre de differentes natures 
biochimiques. 

II peut, en particulier, s'agir d'un antigene choisi dans le groupe 
constitue : 

- des proteines. en particulier des proteines extraites ou recombinantes, 
glycosylees ou non, 

- des peptides, 

30 - des lipopeptides, 

- des polysaccharides, 

ou representant un melange de plusieurs de ces composants. 

Les vesicules multilamellaires a structure en oignon sont preparees 
selon les methodes decrites precedemment, en paniculier dans la demande 
internationale WO 99/16468. Les molecules amphiphiles utilisees pour leur 
preparation seront choisies. sans que cela soit une obligation, parmi les molecules 
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faisant Tobjet d'une description dans la pharmacopee, ou deja utiiisees dans des 
medicaments appliques aux muqueuses. 

Selon une variante avantageuse, ies membranes des vesicules 
contenues dans les compositions de rinvention contiennent au moins un agent 
5 tensioactif choisi dans ie groupe constitue : 

- des phospholipides hydrogenes ou non hydrogenes, 

- des acides gras en a C30, satures ou mono- ou polyinsatures, lineaires ou 
ramifies, sous forme d'acide ou de sel dun metal alcaiin, alcalino-terreux ou d'une 
amine, 

10 - des esters, ethoxyies ou non, de ces memes acides gras et 
. de saccharose, 
. de sorbitan, 
. de mannitol, 

. de glycerol ou de polyglycerol, 
15 . de glycol, 

- des mono-, di- ou triglycerides ou des melanges de glycerides de ces memes 
acides gras, 

- des alcools gras en a C30, satures ou mono- ou polyinsatures, lineaires ou 
ramifies, ethoxyies ou non, 

20 - des ethers, ethoxyies ou non, de ces memes alcools gras et 
. de saccharose, 
. de sorbitan, 
. de mannitol, 

. de glycerol ou de polyglycerol, 
25 . de glycol, 

- des huiles vegetales polyethoxyiees, hydrogenees ou non hydrogenees, 

- des polymeres sequences de polyoxyethylene et de polyoxypropylene 
(poloxameres), 

- de Thydroxystearate de polyethyleneglycol, 

30 - des alcools a squelette sterol tel que le cholesterol, le sistosterol, 

- des sphyngoiipides, 

- des polyalkylglucosides, 

- des copolymeres de polyethyleneglycol et d f alkylglycol (par exemple la famille 
des ELFACOS de AKZO NOBEL), 

35 -des copolymeres di- ou tribloc d'ethers de polyethyleneglycol et de 
polyalkyleneglycol (par exemple la famille des ARLACELL de ICI). 
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A ces tensioactifs qui peuvent etre utilises seuls ou en melange, on 
peut eventuellement ajouter des co-tensioactifs afin d'ameliorer la rigidite et 
Tetancheite des membranes formant la vesicule. Parmi ces molecules, on peut 
citer : 

5 - le cholesterol et ses derives, en particulier les esters de cholesterol 

charges ou neutres comme le sulfate de cholesterol 

- les autres derives a squelette sterol, en particulier ceux d'origine 
vegetale (sitosterol, sigmasterol...) 

- les ceramides. 

10 La formulation fait avantageusement intervenir un melange de 

molecules tensioactives. II est generalement utilise au moins deux tensioactifs 
differents ayant des balances hydrophile-lipophile differentes, ce qui permet de 
regler en continu les proprietes des bicouches et ainsi de controler Tapparition de 
Tinstabilite qui gouverne la formation des vesicules multilamellaires. 

15 Ainsi, on choisira avantageusement parmi les tensioactifs ci-dessus, 

deux tensioactifs presentant des proprietes relativement differentes, en particulier 
une balance hydrophile-lipophile (HLB) differente. Le premier tensioactif 
presentera avantageusement une balance hydrophile-lipophile comprise entre I et 
6, de preference entre 1 et 4, alors que le deuxieme tensioactif aura une balance 

20 hydrophile-lipophile comprise entre 3 et 15, de preference comprise entre 5 et 15. 

La preparation obtenue apres transformation de la phase iamellaire 
cristal-liquide en vesicules multilamellaires peut ensuite etre diluee, en particulier 
avec un solvant aqueux tel que. par exemple, une solution tampon, une solution 
saline ou une solution physiologique, pour obtenir ainsi une suspension aqueuse 

25 de vesicules. 

La technique ^encapsulation utilisee selon la presente invention 
permet d ! atteindre aisement des rendements ^encapsulation tres eleves, voire 
voisins de 100%. Toutefois, de tels rendements ne sont pas toujours 
indispensables en fonction des applications visees. 

30 Ainsi, le rendement decapsulation du (ou des) antigene(s) dans les 

compositions de Tinvention est avantageusement superieur a 50 %, de preference 
superieur a 80 %. 

II semble que la structure des vesicules soit responsable des resultats 
particulierement avantageux obtenus, et que les vesicules multilamellaires de 
35 Tinvention permettent a Tantigene tfarriver intact jusqu'aux cellules presentatrices 
de 1'antigene (CPA) et de favoriser sa capture par ces cellules. II semble done bien 
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que la fonction des vesicules de 1'invention est de vectoriser, de proteger et 
d'ameiiorer la capture de Tantigene par le systeme immunitaire. 

Un autre avantage de la technologie est que l'on peut rajouter a cette 
formulation des polymeres naturels ou artificiels tels que les polysaccharides 
5 (alginates, chitosan, etc.) afin de renforcer la soiidite de la vesicule, et lui 
permettre de rester plus longtemps sur le site d'administration ou dans l'organisme, 
delivrant ainsi Tantigene sur un temps plus long. Ces polymeres peuvent etre aussi 
bien incorpores dans la vesicule, que deposes autour sous la forme d'un enrobage. 
Dans ce cas la vesicule ou la particule formee des vesicules enrobees dans la 
10 matrice poiymere a un diametre superieur a celui des vesicules seules. Ces 
polymeres peuvent eventuellement etre reticules pour renforcer encore leur 
soiidite. 

De plus, et c ! est un des autres avantages de la technologie, la 
formulation peut etre completee par Taddition de molecules immuno-modulatrices 

15 (chitosan, interleukines...) qui renforceront par leurs proprietes intrinseques 
Tamplification et Indentation de la reponse immunitaire. 

Les vesicules incorporant les antigenes sont avantageusement 
preparees dans un procede consistant a preparer, dans un premier temps, la phase 
lamellaire. Celle-ci s'obtient par simple melange des ingredients, dans un ordre 

20 determine par Fexperimentateur d'apres les miscibilites de chacun des 
constituants. II peut etre necessaire de chauffer certains constituants pateux ou 
soiides afin de faciliter leur incorporation. Dans ce cas on additionne Tantigene de 
preference en fin de melange afin de lui eviter de subir une temperature trop 
elevee. On peut aussi preparer un melange de tous les constituants sauf de 

25 Fantigene ou sa solution aqueuse sous forme d'un melange « stock » qu'on 
utilisera selon les besoins pour preparer la phase lamellaire. La solution aqueuse 
peut contenir differents constituants destines a assurer sa compatibilite biologique 
et en particulier des melanges tampons mais egalement differents antigenes. La 
phase lamellaire ainsi preparee est ensuite soumise a un cisaillement modere (de 0 

30 a 1000s" 1 ) pendant un temps limite (de 0 a 60 minutes). 

Dans la plupart des cas, ce cisaillement est obtenu directement par 
Taction du dispositif ayant servi au melange. Pour les tres petites quantites, ii peut 
etre obtenu a la main par melange de la preparation a Faide d'une microspatule 
dans un tube de type Eppendorf 

35 La phase lamellaire cisaillee est ensuite dispersee dans un milieu final, 

en general de Feau ou un tampon, identique ou different de celui ayant servi lors 
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de la preparation de la phase lamellaire. Cette dispersion se fait avantageusement a 
temperature ambiante (20-25°C) par addition lente du milieu sur la phase 
lamellaire sous agitation constante. 

Un conservateur et eventuellement d'autres additifs destines a 
5 completer la formulation galenique peuvent etre ajoutes au produit. 

Toutes les compositions decrites precedemment comprenant au moins 
un antigene incorpore au sein des vesicules a structure lamellaire en oignon 
presentent l'avantage de pouvoir etre utilisees pour une administration par voie 
muqueuse et tout particulierement par voie nasale et d'induire une reponse 
1 0 muqueuse et/ou systemique serique. 

L'exemple 1 donne ci-apres met clairement en evidence un tel effet 

avec HSA. 

Les figures 1 et 2 donnees en reference a cet exemple rassembient les 
reponses obtenues d'une pan dans differents prelevements muqueux (figure 1) et 
15 d'autre part dans les serums des animaux (figure 2) apres une administration par 
voie nasale de compositions selon l'invention (groupe I) en comparaison avec ceux 
obtenus par administration soit des compositions dans lesquelles le meme antigene 
est libre (groupe II), soit de compositions contenant les memes vesicules mais 
vides (groupe m). 

20 L'exemple n illustre un precede d'immunisation avec la FHA. Les 

resultats obtenus dans cet exemple sont illustres par les figures 3, 4 et 5 qui 
montrent respectivement : 

- Figure 3 : les reponses anticorps dans differents sites muqueux. 

- Figure 4 : les reponses anticorps dans les serums, 

25 " Figure 5 : la charge bacterienne pulmonaire des souris infectees par 

Bordetella pertussis. 

EXEMPLES 

30 EXEMPLE I : PRODUCTION D'ANTICQRPS SPECfFIOUES DE HSA 

I - Preparation de vesicules contenant I'albumine de serum humain (HSA) 
Formulation (en pourcentage en poids) 

Potassium oleate (FLUKA) : 05,0 % 

35 © Alcool laurique ethoxyle a 4 oxydes d'ethylene (SEPPIC) : 02,0 % 

© Cholesterol de lanoline (FLUKA) : 05.0 % 



WO 01/19335 



16 



PCT/FR00/02523 



O Cholesterol 3-sulfate (SIGMA) : 
e PBS lx sterile (LIFE TECHNOLOGIES) : 
© Lecithine de soja Phosphoiipon 90G (NATTERMANN) : 
© Albumine humaine (SIGMA) a 30 mg/ml dans du PBS lx : 

5 

Mode operatoire 

Les composants sont sterilises par irradiation UV pendant 60 mn. Les 
contenants et accessoires (spatules, agitateurs...) sont sterilises a la flamme juste 
avant utilisation. 

10 Les constituants O a © sont introduits dans un pilulier, dans un ordre 

indifferent, puis chauffes a 80°C pendant 60 min sous tres forte agitation 
magnetique. La solubilisation totale des constituants © et © est verifiee par 
observation microscopique. 

On introduit a temperature ambiante dans un tube Eppendorf de 1,5 ml 

15 sterile la quantite desiree du melange © a © puis on rajoute les constituants © et 
©. L'ensemble est homogeneise a l'aide d'une aiguille sterile, puis laisse au repos 
une nuit a 4°C. 

La preparation est ensuite dispersee a 33,33 % dans du PBS lx sterile. 

20 II - Protocole d'immunisation 

Afin de tester 1'effet des vesicules selon l'invention lors d'une 
administration muqueuse, des souris BALB/c femelles de 6-8 semaines ont re?u, 
par voie nasale, deux fois (a JO et J30), differentes preparations decrites ci- 
dessous. L' administration par voie nasale necessite l'anesthesie des animaux par 
25 une solution, melange de Ketamine, Valium et Atropine, injectee par voie intra- 
peritoneale. Un mois apres la derniere immunisation, les animaux sont sacrifies, 
les serums sont collectes et les prelevements des secretions muqueuses effectues, a 
T exception des lavages vaginaux qui sont preleves sur la souris vivante pendant 
les trois jours precedents la fin de Pexperimentation. 

30 

Groupes d'immunisation 

Les souris ont ete reparties en 4 groupes notes I a IV, le groupe IV 
constituant un groupe temoin (souris non immunisees egalement denommees 
souris naives) et les autres groupes etant soumis a un protocole ^immunisation tel 
35 que defini precedemment au moyen des produits suivants : 



02,5 % 
20,0 % 
45,5 % 
20,0 % 
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- groupe I : 

♦ HSA encapsulee : 20^1 par narine de vesicules selon 1'invention incorporant 
HSA ce qui correspond a 80 ng de HSA par souris 

- groupe II : 

5 ♦ HSA : 20^1 par narine d'une solution de HSA eorrespondant a 

80 ^ig par souris 

- groupe III : 

♦ Vesicules vides : 20^1 par narine de vesicules selon l'invention vides 

10 Prelevements des secretions 

Tous les prelevements sont effectues avec des solutions froides (4°C) 
et sont entreposes sur glace au fur et a mesure afin de limiter les degradations par 
les enzymes proteolytiques. 



15 Lavages broncho-alveolaires : 

La trachee des souris est canulee a l'aide d'une sonde et 750^1 de PBS 
sont injectes lentement afin de ne pas creer d'hemorragie, les poumons sont laves 
ainsi 3 fois avec la meme solution, le prelevement est ensuite centrifuge afin 
d'eliminer les cellules pulmonaires et separe en fractions aliquotes conservees a 

20 -20°C jusqu'au dosage. 

Lavages vaginaux 

Ces prelevements sont realises sur la souris vivante non anesthesiee, 
par injection de 50jil de PBS dans Torifice du vagin, le vagin est lave 3 fois avec 
25 la meme solution. Ce type de prelevement est renouvele durant 3 jours consecutifs 
afin de couvrir les variations dues au cycle hormonal de la souris. Les secretions 
sont groupees et conservees a -20°C. 

Lavages intestinaux 

30 L'intestin est preleve, libere du mesentere et rince dans Teau afin 

d'eliminer le sang exterieur. II est ensuite decoupe longitudinalement et incube sur 
glace dans 1 ml d'une solution de lavage enrichie en inhibiteur de proteases. 
L'ensemble est centrifuge et le surnageant est recupere et congele a -20°C. 
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Dosage des anticorps 

Les anticorps specifiques de HSA presents dans les serums et 
secretions sont doses par technique ELISA ou Ton determine les IgA et IgG 
specifiques de HSA (anti-IgA biotinyle/Streptavidine peroxydase, anti-IgG 
5 peroxydase). Les resultats sont exprimes en titre moyen determine par rapport a un 
serum de reference de souris naive et correspondant a T inverse de la dilution egale 
au seuil de reference. 



Ill - Resultats 

10 Les resultats du dosage des anticorps specifiques sont presentes sous 

la forme de 2 figures (figure 1 et figure 2) illustrant respectivement les reponses 
anticorps obtenues dans les prelevements muqueux pour la reponse associee aux 
muqueuses et dans les serums des animaux (reponse systemique). 

Sur ces figures, on a egalement indique dans chaque cas le nombre de 

15 souris ayant reagi au protocole ^immunisation par rapport au nombre de souris 
soumises a ce protocole (la mention "n/m" signifiant que n souris ont reagi sur m 
souris soumises au protocole d'immunisation). 

II apparait clairement au vu de ces deux figures que V administration 
par voie nasale de vesicules selon Tinvention incorporant HSA entraine une 

20 production importante d'anticorps dans les poumons (Figure 1). Seule 
T immunisation sous la forme encapsulee engendre une reponse immune 
pulmonaire d'isotype IgA et IgG (Pexistence au niveau pulmonaire de ces deux 
isotypes est rapportee dans differentes publications). Bien que cette voie 
d' administration ne soit pas la plus aisee chez Fanimal, tous les animaux 

25 immunises par voie nasale avec les vesicules selon Tinvention sont repondeurs. 

L'anaiyse des autres prelevements muqueux revele ia presence d'IgA 
specifique de HSA dans le vagin et Tintestin des animaux immunises par les 
vesicules selon Tinvention incorporant HSA, muqueuses tres distantes du site 
d'administration avec une predilection pour la muqueuse vaginale. Ces reponses 

30 indiquent une generalisation de la reponse induite dans le tissu lymphoide 
muqueux pulmonaire ou nasal et la circulation et la redistribution des lymphocytes 
actives et differencies pres du site d'administration. 

A la difference de la muqueuse pulmonaire, la reponse isotype 
specifique de HSA predominante dans Tintestin et le vagin est TlgA. Bien que le 

35 titrage des IgGn+L n'ait pu etre realise dans les lavages vaginaux, des experiences 
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similaires realisees avec un autre antigene indique la predominance des IgA dans 
les secretions vaginales. 

Seule la forme vectorisee de l'antigene conduit a une reponse intense 
et specifique. Les quelques animaux presentant une reponse IgA detectable dans 
5 les groupes immunises par HSA libre (titre de 3 contre 650 dans les secretions 
vaginales avec les vesicules selon 1'invention contenant HSA ) ne sont pas 
differentiables du groupe vesicules selon l'invention vides. 

L'etude des serums des animaux (Figure 2) indique que les vesicules 
selon l'invention incorporant HSA administrees par voie nasale sont capables 

10 d'engendrer une reponse systemique caracterisee par la presence majoritaire d'IgG 
mais egalement par un taux important d'IgA serique. Seule la forme vectorisee 
conduit a cette production (IgA HSA seule = 35 ; IgA vesicules selon invention 
HSA = 17 620). II est remarquable d'obtenir une reponse systemique de l'antigene 
vectorise. Rappelons qu'il est extremement difficile d'induire une reponse IgA 

15 serique par immunisation systemique avec un antigene seul ou accompagne d'un 
adjuvant autorise en usage humain. 

En conclusion de ces resultats, non seulement la forme dite encapsulee 
engendre une reponse immune pulmonale mais aussi, seule cette forme permet la 
dissemination de la reponse induite dans le tractus respiratoire vers d'autres 

20 muqueuses indiquant que les vesicules selon l'invention sont des puissants 
vecteurs pour induire une immunite muqueuse, en favorisant la prise en charge et 
1' induction de la reponse au sein d'un site et en la redistribuant a d'autres sites. 

EXEMPLE I I : PRODUCTION D'ANTICORPS SPECIFIOUES DE FHA 
25 ET PROTECTION CONTRE BORDETELLA PERTUSSIS 

La proteine FHA est une adhesine filamenteuse de Bordetella 
pertussis, la bacterie de la coqueluche. Contrairement a HSA precedemment 
utilises la FHA est plus immunogene et done susceptible d'induire par elle-meme 
une reponse anticorps. Cette proteine fait partie des antigenes protecteurs contenus 
30 dans les vaccins commerciaux contre la coqueluche. Enfin le modele murin peut 
etre infecte par Bordetella pertussis et il est ainsi possible de realiser un test 
d' infection suite a l'immunisation muqueuse et de montrer le caractere protecteur 
de la reponse induite par Timmunisation. 
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A - Induction cTanticorps 

I - Preparation des vesicules contenant FHA 

Formulation 



O Oleate de potassium (FLUKA) : 50 % 

5 © Ether laurique du PEG-4 (Simulsol P4, SEPPIC) : 2,0 % 

© Cholesterol de lanoline (FLUKA) : 5,0 % 

© Cholesterol 3-sulfate (SIGMA) : 2,5 % 

© PBS lx sterile (LIFE TECHNOLOGIES) : 20,0 % 

© Lecithine de soja (Phospholipon 90G, NATTERMANN) : 45,5 % 

1 0 © FHA de Bordetella pertussis dans PBS ( 1 mg/ml) : 20.0 % 



Le protocole operatoire de la preparation est similaire a celui de 
Fexemple 1. Le produit fmi a une concentration en FHA de 3 jig pour 40 \xL 

II - Protocole d'immunisation 

15 Pour Tetude de la reponse anticorps, le protocole d'immunisation par 

voie muqueuse et de prelevement est identique a ce qui a ete decrit dans 
Texemple 1. Deux groupes de 5 animaux ont ete constitues, le ^r /upe I recevant 
Tantigene encapsule dans les vesicules, et le groupe II recevant Fantigene non 
encapsule, en solution dans du PBS. A chaque immunisation, chaque animal report 

20 3 ng de FHA, repartis en deux instillations, une dans chaque narine. 

Prelevements des secretions 

Les prelevements sont realises de maniere strictement identique a ce 
qui est decrit dans Texemple 1. 

Dosage des anticorps 

25 Les anticorps specifiques de FHA presents dans les serums et 

secretions sont doses par technique ELISA selon un protocole identique a celui 
decrit dans l'exemple 1, avec les reactifs specifiques a l'antigene FHA. 

III - Resultats 

Les resultats sont presentes dans les figures 3 et 4, ou les titres moyens 
30 en anticorps IgA et IgG dans les secretions muqueuses (figure 3) et dans le serum 
(figure 4) sont donnes pour les deux groupes I et II. 
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Les secretions muqueuses sont respectivement etudiees comme dans 
1'exemple I, a partir des lavages broncho-alveolaires (A), des lavages intestinaux 
(B) et des lavages vaginaux (C). 

Dans le groupe I de souris immunisees par l'antigene incorpore dans 
les vesicules de 1'invention (Figure 3) la totalite des animaux repondent a 
l'antigene alors que lorsque l'antigene libre est administre, seul 1/5 des animaux 
sont repondeurs et ce de maniere tres faible. 

Comme dans le cas de HSA de 1'exemple 1, on observe une tres forte 
amplification de la reponse anticorps dans les sites muqueux. L' immunisation par 
voie nasale avec l'antigene incorpore dans les vesicules de 1'invention permet 
d'induire une reponse muqueuse (IgA) dans les poumons, proche du site 
d'administration (titre en IgA pour l'antigene incorpore dans les vesicules de 
1'invention 8 925 par rapport a 4,25 pour l'antigene libre) mais egalement une 
reponse muqueuse disseminee aux autres compartiments secretaires (intestin et 
15 vagin) (Titre en IgA vaginales 13 500 pour l'antigene incorpore dans les vesicules 
de 1'invention par rapport a 2,5 pour l'antigene libre). De plus des IgG ont ete 
detectes a des niveaux significatifs dans les trois compartiments muqueux etudies. 

Comme dans le cas de HSA, on observe des titres importants en 
anticorps IgA et IgG dans la circulation (figure 4) suite a l'administration nasale de 
l'antigene incorpore dans les vesicules (Titre en IgA pour l'antigene dans les 
vesicules de 1'invention 1 300 par rapport a 39,2 pour l'antigene libre ; Titre en IgG 
1 265 000 par rapport a 3 000). 

Les resultats de cet exemple 2 confirment compietement ceux obtenus 
sur HSA. lis permettent d'affirmer que les vesicules administrees par voie nasale 
25 peuvent etre utilisees afin d'induire ou d'amplifier la reponse anticorps dans les 
compartiments muqueux, de disseminer cette reponse a d'autres sites plus eloignes 
du site d'administration et de generer une reponse systemique. 

B - Test de protection 

30 Afin de verifier si Pimmunisation obtenue est protectrice, il a ete 

procede a un test de protection, dit "challenge test". Dans cette experience, des 
souris prealablement immunisees ont ete infectees par voie nasale par un nombre 
defini de Bordetella pertussis, puis les animaux ont ete sacrifies a differents 
temps, pour observer la progression de 1'infection. La mesure est faite par 

35 comptage des colonies dans les poumons. 
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I - Preparation des vesicules contenant FHA 

La formulation et la preparation des vesicules sont strictement 
identiques a celle prealablement utilisees pour la caracterisation de la reponse 
anticorps. 

5 II - Protocole d'immunisation 

Le protocole d'immunisation et les doses d'antigenes administrees 
sont identiques a ceux utilises pour T induction d' anticorps. 
Trois groupes de souris sont utilises : 

I. Souris immunisees par Fantigene incorpore dans les vesicules de Finvention 
10 II. Souris immunisees par Fantigene libre en solution dans du PBS 
III. Souris non immunisees 

Chaque groupe est compose de 4 souris, immunisees en meme temps, 
avec le meme lot d'antigene, afin de pouvoir realiser toutes les mesures 
d' infection dans les memes conditions. 

15 III - Protocole d'infection 

Quatre semaines apres la deuxieme immunisation, les souris sont 
anesthesiees et infectees par Bordetella pertussis par voie nasale (5.1 0 7 bacteries/ 
souris administrees dans 20 et la charge infectieuse initiale est verifiee des 3 
heures apres Tinfection. 

20 IV - Protocole de mesure de la charge infectieuse 

Les souris sont sacrifices et leurs poumons sont preleves a differents 
temps apres Tinfection et dilaceres dans du PBS jusqu'a Tobtention d'une 
suspension homogene. Differentes dilutions de la suspension sont etalees sur 
milieu nutritif specifique des Bordetella et les colonies sont comptees apres trois 
25 jours de croissance. 

V - Resultats 

Les resultats sont presentes sur la figure 5 ou est indique le nombre de 
colonies de Bordetella pertussis dans les poumons des souris, 3 jours (J3, barre 
pleine) et 5 jours (J5, barre creuse) apres Tinfection en millions de colonies 
30 bacteriennes pour les trois groupes de souris ci-dessous : 
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Groupe I : souris immunisees par l'antigene incorpore dans des 
vesicules de I'invention. 

Groupe H : souris immunisees par l'antigene libre en solution dans du 

PBS. 

5 Groupe III : souris non immunisees. 

On observe que, des le 3* me jour apres I 'infection, les souris 
immunisees par l'antigene incorpore dans les vesicules de I'invention ont une 
charge bacterienne inferieure (facteur 2) a celle des souris immunisees par 
l'antigene libre, et tres inferieure a celle des souris non immunisees (facteur 8). 

10 Remarquablement, alors que 5 jours apres 1'infection, les souris immunisees avec 
l'antigene libre ainsi que les souris non immunisees voient leur charge bacterienne 
augmenter, les souris immunisees avec l'antigene incorpore dans les vesicules de 
I'invention presentent moins de bacteries a J5 qu'a J3 indiquant une evolution 
favorable de la maladie. De plus, a ce stade, le nombre de colonies bacteriennes 

15 dans le groupe immunise avec l'antigene incorpore dans les vesicules de 
I'invention est 6 fois plus faible que dans le groupe immunise par FHA libre et 13 
fois plus faible que dans le groupe non immunise indiquant une bonne protection. 

Ces resultats demontrent que I'invention permet non seulement 
d'amplifier la reponse anticorps, mais qu'elle genere de plus une reponse 

20 immunitaire a efficacite protectrice contre 1'infection. L' invention est done 
applicable aussi bien a la production d'anticorps, qu'a la vaccination. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de vesicules multilamellaires a structure en oigr i 
presentant une structure interne cristal-liquide formee d'un empilement de 

5 bicouches concentriques a base d'agents amphiphiles alternant avec des couches 
d'eau, de solution aqueuse ou de solution d'un iiquide polaire et au sein desquelles 
se trouve incorpore au moins un antigene, pour la fabrication d'une composition 
destinee a une administration par voie muqueuse. 

2. Utilisation seion la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 
10 composition est une composition destinee a induire une reponse muqueuse. 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce 
que ladite composition est une composition destinee a induire une reponse 
systemique serique. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 
15 que ladite composition est une composition destinee a induire la production 

d f anticorps. 

5. Utilisation seion Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 
que ladite composition est une composition pharmaceutique, notamment 
vaccinale, destinee a induire une protection de 1'organisme a regard de l'infection 

20 dont est responsable ledit antigene. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 
que ledit antigene a une origine exogene ou naturelle intrinseque. 

7. Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 6, caracterisee en ce 
que ledit antigene est choisi dans le groupe constitue : 

25 - des proteines, en particulier des proteines extraites ou recombinantes, 

glycosylees ou non, 

- des peptides, 

- des lipopeptides, 

- des polysaccharides, 

30 ou represente un melange de plusieurs de ces composants. 

8. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce 
que lesdites vesicules contiennent au moins un agent tensioactif choisi dans le 
groupe constitue : 

- des phospholipides hydrogenes ou non hydrogenes, 
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- des acides gras en a C30, satures ou mono- ou polyinsatures, lineaires ou 
ramifies, sous forme d'acide ou de sel d'un metal alcaiin, alcalino-terreux ou d ! une 
amine, 

- des esters, ethoxyles ou non, de ces memes acides gras et 
5 . de saccharose, 

. de sorbitan, 
. de mannitol, 

. de glycerol ou de polyglycerol, 
. de glycol, 

10 -des mono-, di- ou triglycerides ou des melanges de glycerides de ces memes 
acides gras, 

- des alcools gras en Cg a C30, satures ou mono- ou polyinsatures, lineaires ou 
ramifies, ethoxyles ou non, 

- des ethers, ethoxyles ou non, de ces memes alcools gras et 
15 . de saccharose, 

. de sorbitan, 
. de mannitol, 

. de glycerol ou de polyglycerol, 
. de glycol, 

20 - des huiles vegetales polyethoxylees, hydrogenees ou non hydrogenees, 

-des polymeres sequences de polyoxyethylene et de polyoxypropyiene 
(poloxameres), 

- de Thydroxystearate de polyethyleneglycol, 

- des alcools a squeiette sterol tel que le cholesterol, le sistosterol, 
25 - des sphyngolipides, 

- des polyalkylglucosides, 

- des copolymeres de polyethyleneglycol et d'alkylglycol, 

-des copolymeres di- ou tribloc d'ethers de polyethyleneglycol et de 
polyalkyleneglycol. 

30 9. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 8, caracterisee en ce 

que lesdites vesicules contiennent en outre au moins un co-tensioactif destine a 
ameliorer la rigidite et/ou Tetancheite des membranes desdites vesicules. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que ledit co- 
tensioactif est choisi dans le groupe constitue : 

35 - du cholesterol et de ses derives, en particulier les esters de cholesterol 

charges ou neutres comme le sulfate de cholesterol 
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- des derives a squelette sterol, en particulier ceux d'origine vegetale 
tels que le sitosterol ou le sigmasterol, 

- des ceramides. 

11. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 10, caracterisee en ce 
5 que lesdites vesicuies contiennent en outre une substance immuno-modulatrice. 

12. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 1 1, caracterisee en ce 
que lesdites vesicuies ont un diametre compris entre 0,1 et 25 nm, de preference 
entre 0,2 et 15 \im. 

13. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 12, caracterisee en ce 
10 que les bicouches desdites vesicuies comprennent au moins deux agents 

tensioactifs dont Tun presente une balance hydrophile-lipophile (HLB) comprise 
entre 1 et 6, de preference comprise entre 1 et 4, et Tautre une balance hydrophile- 
lipophile (HLB) comprise entre 3 et 15, de preference comprise entre 5 et 15. 

14. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 13, caracterisee en ce 
15 que le rendement ^encapsulation de Tantigene (ou des antigenes) au sein desdites 

vesicuies est superieur a 50 %, de preference superieur a 80 %. 

15. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 14, caracterisee en ce 
que ladite administration par voie muqueuse est une administration par voie 
nasale. 

20 16. Procede de traitement du corps humain ou animal par vaccination, 

caracterise en ce qu'il comprend Tadministration par voie muqueuse d'une 
composition telle que definie dans Tune des revendications 1 a 15. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que ladite 
administration est realisee par voie nasale. 

25 18. Procede de production d'anticorps, caracterise en ce qu'il comprend 

Tintroduction dans un organisme hote, par voie muqueuse, de vesicuies lamellaires 
a structure en oignon presentant une structure interne cristal-liquide formee d'un 
empilement de bicouches concentriques a base d'agents amphiphiles alternant avec 
des couches d f eau, de solution aqueuse ou de solution d'un liquide polaire et au 

30 sein desquelles se trouve incorpore au moins un antigene et, le prelevement et la 
purification de ces anticorps. 

19. Procede de production d'IgA , caracterise en ce qu'il comprend 
Tintroduction dans un organisme hote, par voie muqueuse, de vesicuies 
multilamellaires a structure en oignon presentant une structure interne cristal- 

35 liquide formee d'un empilement de bicouches concentriques a base d'agents 
amphiphiles alternant avec des couches d'eau, de solution aqueuse ou de solution 
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d'un liquide polaire et au sein desquelles se trouve incorpore Tantigene approprie 
et, le prelevement et la purification de ces immunoglobulines. 
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